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【要約】 
  
【背景】 
臓器不全を伴った敗血症である重傷敗血症の死亡率は依然として高く（1），その為，敗血
症に関する研究は数多く行われている． その中で，重症敗血症の病態にはサイトカイン
等の mediatorが中心的役割を果たしているといわれており，mediator吸着能を有する膜
素材を用いた血液浄化法が敗血症に施行され，臨床的効果を発揮する可能性が示唆されて
いる．（2）（3）しかしこれまで報告されている研究の多くは血液浄化膜前後の mediator
の血中濃度差を測定し吸着を間接的に示唆するにとどまり，膜へ吸着した物質の詳細な解
析には至っていない． 
 そこで血液浄化膜へ吸着した物質を網羅的にプロテオーム解析し，吸着除去により敗血
症患者の臨床効果に寄与している新規の物質を発見するとともに吸着の実態を究明する
本研究を計画した． 
【方法】 
2012年７月から 2014 年３月までに千葉大学医学部附属病院 ICUで，通常診療として血液
浄化法を行った施行済みの血液浄化膜を使用し，吸着した物質を溶出分離し網羅的解析を
行った．血液浄化法は polymethyl methacrylate 膜 hemofilter を用いた continuous 
hemodiafiltration(PMMA-CHDF)を選択し，重症敗血症患者に使用した群と，敗血症でない
急性腎不全患者に使用した群を比較検討した． 
・Sample collection 
使用後の血液浄化膜を，生理食塩水 1L で洗浄した．次にその血液浄化カラムを解体し，
中空糸膜をその中央部より径 1cm x 長さ 5cm 程採取し，水分を遠心分離（2000 回転・５
分間）したのち，－80℃で冷凍保存した． 
・溶出分離 
マイクロチューブに，冷凍保存した膜検体とサンプルバッファー 
（62.5mM Tris, 2% SDS, 20% Glycerol, 0.01% Bromophenol Blue, pH 6.8 /BIORAD 社）
1mL 入れ 97℃・5 分間で boiling し，その抽出液を採取した．その抽出液を、5μL ずつ
wellに注入し、150V ・90minで電気泳動し、SDS－PAGE行った．使用する GELは 2～100KDa
をより詳細に分離出来る低分子用 GEL（DRC Perfect NT Gel NTH-7G6HP）を用いた．泳
動後の GELは CBB染色を行い可視化した． 
・In-gel digestion と 同定 
GEL から可視化したバンドを 1 ㎜²サイズで切り出した．本実験は網羅的解析であるた
め，可視化されていない部位に関しても上記と同様に切り出しを行った． 
そして，ゲル内トリプシン消化を既報（4）（5）に従って行った． 
その後 Liquid Chromatography Mass Spectrometry（高速液体クロマトグラフ質量分析）
を行い，蛋白質同定を行った． 
機器は，LTQ-Orbitrap XL(Thermo Scientific,USA)を使用した． 
 
【結果】 
千葉大学医学部附属病院 ICUに入室した重症敗血症患者各５例の膜検体と，敗血症でない
急性腎不全患者各５例の膜検体を前述の方法で溶出分離・質量解析し比較検討した．患者
背景は図に示した通りである．（table 1）． 
そこで同定された蛋白質（解析機器により probability95%以上と検出されたもの）は重
症敗血症群では 370種類，急性腎不全群では 376種類であった．  
そのうち重症敗血症群のみで認めた物質は 110種類であり，さらに 5例全例において認め
た物質は 22種類であった．（table 2）． 
その中には生体内酵素として知られている物質や，免疫・補体系に関わる物質，血管新生
に関わる物質など，様々な蛋白質が存在していた． 
その中で，我々は Histone H3という物質に注目した．Histoneは染色体を構成する蛋
白質の一群であり，DNAに結合する蛋白質の大部分を占める．また Histone は H2A，H2B，
H3，H4の 4種類のコアヒストンに分類されそれぞれ 2分子づつ集まり，8量体を形成して
いる．（6）Histone は敗血症により，ネクローシスやアポトーシスした細胞から，もしく
は Neutrophil Extracellular Traps(NETs)の構成成分として細胞外に放出され，血流中
  
に増加すると推測される．（7）この Histoneが細胞外に放出された場合，さまざまな生体
反応を引き起こすことが近年判明しつつある．（8） 
そこで我々は重症敗血症患者の血液浄化膜前後の血中 Histone H3 濃度を検討し，血液
浄化法により血中濃度が変化するか検討した．重症敗血症患者４例の血液浄化膜前後の血
中 Histone H3濃度を ELISA法にて測定した．測定には Total Histone H3 Quantification 
Kit（EpiQuik 社）を使用し，蛍光法により行った．また control 群として，健常者の血
清を使用した．その結果，血液浄化膜前後での Histone H3 濃度の差は認めなかったが，
健常人に比し重症敗血症患者は血中 Histone H3濃度の上昇を認めていた．（figure 1） 
 
【考察】 
本研究では，重症敗血症患者に使用した血液浄化膜へ吸着した物質をプロテオミクスの手
法を用い解析し，22 種類の物質を同定した． 
プロテオミクスの手法を用いて，敗血症に関する研究を行った報告は数多くある．（9） 
（10）（11）そしてそれは様々な検体（血液，尿，組織，細胞など）を使って行われてき
たが，血液浄化膜に吸着した蛋白質を解析した報告はなく，本研究が初めてであった． 
しかし敗血症に関するプロテオミクスの手法には様々な制約があることも指摘されてい
る．（11） 
また本研究では重症敗血症群で認めた 22種類の物質のうちの Histone H3 に着目した．
そこで ELISA 法により血中濃度測定を行い，実際に重症敗血症患者の血中に Histone H3
が存在していることは証明したが，血液浄化法により血中濃度が下がることを示すまでに
は至らなかった． 
Histone H3は NETs の構成成分でもあり，殺菌物質の 1つとして生体防御に寄与してい
る．その一方で，敗血症における主要な増悪因子であることが近年報告されている．（8） 
（12）しかし血中のHistone H3濃度を測定するシステムは十分に確立されておらず，ELISA
法やウエスタンブロットを用いた方法はあるが，（13）（14），これらの方法により得られ
た血中 Histone濃度の推定値にはかなりの解離がある．今回，血液浄化膜前後での濃度差
を示せなかったのも測定系が不十分であった可能性がある． 
また他に同定された物質の中で，ELISA法や western blotting法を用いて濃度を測定で
きるものがあれば，重症敗血症患者の血中に発現している事、血液浄化膜前後で濃度差が
ある事を証明し，さらに生体内での機能解析へとつながれば新たな知見をえることができ
るであろう． 
よって，本研究はさらなる発展性があるものと考えられる． 
【結語】 
重症敗血症患者に使用した血液浄化膜に吸着した物質をプロテオミクスの手法により網
羅的に解析した．そして吸着除去により敗血症の病態改善に寄与している新規の物質を同
定すべく，更なる解析が必要であると考えられた． 
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